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肌原纤维占鱼肉蛋白总量的65%-70%，同时具有ATP水解酶的功能，是研究鱼肉蛋白

质性状、判定蛋白质变性程度的重要指标。70年代开始，这个领域的研究更为广泛深入，研究内

容包括肌原纤维ATPase的基本性质、热稳定性、物理化学因素(包括温度、中性盐、pH、糖类

等)的影响C新井 1972，桥本 1984J，以及酶活性与水产品品质的关系等。这些研究，对水产品

的保鲜加工，有十分重要的理论指导意义和实际应用价值。本文以我国近年大量发展起来的养

殖罗非鱼为试样，初步探讨其肌原纤维ATPase的基本性质，拟通过这些研究，对罗非鱼的保

鲜加工能有所启示。

1 材料与方法

1.1 材料

罗非鱼(Tilapia)选自厦门东搜市场活鲜鱼，即杀，取背肌备用。

1.2 实验方法

( 1)肌原纤维的制备。参照〔新井1974J的方法，并略加改动o取即杀罗非鱼背 肌50g，加入

收稿日期01998-12-14



3期 叶 玫等z 罗非鱼肌原纤维ATPase的基本性质 275 

三倍体积冰冷的O.1M K Cl. 20mMTr is一顺丁烯二酸pH 缓冲攘，在10 000r/min组织捣碎机

中匀浆1分钟、停30秒，如此反复4-6次。匀浆用50目筛绢过捷、，取滤液5mL.加6倍体积上述缓

冲液，搅拌均匀，在2 500r/min离心10分钟，得到沉淀物，反复3次。最后把沉淀用缓冲溶解，定

量至50mL.所得肌原纤维悬浊液置4'C下保存备用。

( 2)蛋白质浓度测定按双缩腺法进行。

( 3)肌原纤维ATPase活性的测定。将上述悬浊液〈酶液〉稀释至蛋白浓度2-6mg/mL.酶

活力按ATP在酶的作用下释放出无机磷酸根的量计算。反应体系含有5mMC12 ( 或2.5mM

MgC1
2 ) .100mM K C1. 10mM ATP 50mM Tr is一顺丁烯二酸pH缓冲液，酶液0.25mL。反应

终体积5mL.反应温度30'C。以加入酶液开始计时，反应5分钟，用15%三氯醋酸终止反应。敢擅

液用铝酸镀定磷法在690nm 比色测定磷酸根的含量。
酶活力单位为μmol无机磷酸根/分钟·毫克蛋白(μmolpi/min .mg pro) 

2 实验结果

2. 1 罗非鱼肌原纤维ATPase的一般性质

罗非鱼ATPase的一般性质见表1.

从表l的结果可以看出，在低浓度的 KCl

中. Ca2+ 和 Mg2+ 对 罗 非 鱼肌 原 纤 维

ATPase有激活作用，尤其 Mg2+的激活

作用更为 明 显。EDTA 则 表 现 抑制作

用。而在高浓度的 KCl中.EDTA 对其

有显著的激活作用.Ca2+也有微弱的激

活作用.Mg2+则表现出抑制作用。

2.2 pH的影响

pH对罗非鱼肌原纤维ATPase的

表1 罗非鱼肌原纤维ATPase的-般性质

Tab. 1 The general propertles of ATPase 

from Tiliapia myflbrll 

KC1(M) 作用因子 酶活力〈μmol pi/min'mg pro) 

0. 084 

2. 5mM MgCIz 0. 37 
0. 05 

2. 5m岛1 CaCIz 0. 238 

1. 0mM EDTA 0. 0129 

0. 0182 

2. 5mM MgCl2 0. 0064 
0. 5 

2. 5mM CaCIz 0. 038 

1. OmM EDTA O. 135 

影响情况，从图1的活力-pH曲线看，酶活力在pH 6.0和10.0附近各有一高峰，而在pH 8.0 

附近有一低谷。

2. 3 最适温度范围

图2为罗非鱼肌原纤维ATPase活力在不同温度下的变化曲线，从图2中可以看出该酶的

最适温度在35'C附近，作用温度在10'C-35'C时酶活力缓缓上升，从35'C起酶活力则急剧下

降，表现为热失活。
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温度对罗非鱼肌原纤维Ca2+一ATPase

活力的影响

Fig. 2 The influence of temperatures on Ca2+ 

一ATPase activity of Tilia户ia myofibril 

图2pH对罗非鱼肌原纤维Ca2+ - A TPase 

活力的影响

The influence of pH on Ca叶一ATPase

activity of Tilia户ia myofibril 

图1

Fig.l 

失活率0，0

。

24.8 

48. 7 

87. 2 

罗非鱼肌原纤维CaH-ATPase

在不同温度下的热失活
Tab. 2 The denaturatlon of CaJ+ -ATPase of 

TiliIJpia Myoflbrll In varlous temperatures 

恒温温度及时间 酶活力(μmo\ pì/mìn.mg pro) 

对照组 0. 210 

35'C ，60mìn O. 158 

40'C ， 30mìn O. 11 0 

45'C，10mìn 0. 027 

寝2ATPase的热失活

把罗非鱼肌原纤维悬浊液置于不

同的温度下，恒温一定时间，测定其剩

余活力，结果如表2所示。表2表明，随

着保温温度的上升， Ca2+ - ATPase 

的失活率升高，但与其它鱼类 AT

Pase比较 ，罗非鱼肌原纤维ATPase

对温度表现较高的耐受性。

2.4 

Ca2+、Mg2+对ATPase活力的影响

在O.lMK Cl中，不同 Ca2+和 Mg2 +哝度对罗非鱼肌原纤维ATPase活力的影响程度如图

3所示。Ca2+的浓度在0-5mM时呈激活上升，在5-20mM酶活力变化不大，20mM后慢慢下

降。超过60mM后就表现出抑制作用。而 Mg2+的作用稍有不同，激活现象明显，在2.5mM时达

到最高值，抑制现象也较显著，30mM后变明显抑制作用。

2. 5 

K+浓度的影响

在不同 K+浓度下，分别测定罗非鱼肌原纤维 Ca2+-ATP 、 Mg2+-ATP的活力。得出图

4的变化曲线。如图4所示，K+浓度在O.05M时， Ca2\Mg2+-ATP活力呈最高值。和上述的

现象类似，MIl2 +-ATP的撒活和抑制仔为按 Ca2+-ATP思薯a

2. 6 
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图3 在O.lM KCl中. ATPase Ca2+和Mg2+浓度

对罗非鱼肌原纤维ATPase活性的影响

Fig. 3  The inf1uence of Ca2+ and Mg2+ 

on A TPase activity of Tilia户ia myofibri1 

in the presence of O. 1m KCl 
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图4 KCl浓度对罗非鱼肌原纤维ATPase

活性的影响

Fig.4 The inf1uence of KCL on ATPaseactivity 

of Tilia户ia myofibril 

2.7 在不同pH缓冲液中 Ca2+-ATP活性变化

将罗非鱼肌原纤维悬浊液保存在4'C

的不同pHC6. 0-9. 0)的缓冲液中，观察贮

存过程中其活性变化，结果如表3所示。初

期阶段，活力基本不变，有的还略有回升现

象。5天后活力慢慢下降。从最 终结果看，贮

存在pH 7.0条件下，酶的剩余活力最高，

为85.9% ;其次是微酸性(pH 6.0 )， 剩 余

活力为57.1%，碱性环境下最差，剩余活力

仅为44.4%。

3 讨论

寝3 贮存在4'C的不罔pH缓冲溶液中罗非鱼

肌原纤维Ca2+ -ATPase �副主变化

Tab. 3 The effect of varlous pH on the denaturatlori 

。f myoflbrll Ca2+ -ATPase from Tiliapia at 4 'C 

冰藏时间(天〉

悬浊液pH 0 5 10 15 

剩余活力(%)

6. 0 100 98. 9 80. 6 69. 9 57. 1 

7. 0 100 101. 6 92. 4 75. 1 85. 9 

8. 0 100 96. 7 . 69. 5 56. 4 50. 7 

9. 0 100 107. 0 83. 0 71. 0 44. 4 

肌原纤维ATPase活性，很容易受 到离子强度、pH、温度的影响，研究肌原纤维ATPase

的基本性质，选择严格的条件来测定其活性，可以反映出鱼肉蛋白质的特定性质，判定其变化

程度。从上述的实验结果看，罗非鱼凯原纤维ATPase的基本性质和其它水产动物的肌原纤维

ATPase的性质类似。现就笔者的观点作讨论。

3. 1 有关温度的影响

罗非鱼肌原纤维A-TPase的最适温度比较高，在35'C附近。从热失活的行为看，罗非鱼肌
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原纤维ATPase对温度表现出较高的耐受性。桥本[1981]比较罗非鱼、阿拉斯加绿健等数十种

鱼类的热失活常数后指出，鱼类肌原纤维ATPase的热稳定性与其栖息的环境温度相适应，热

带鱼比寒带鱼、中上层鱼比深海鱼有较高的热稳定性。尽管如此，温度仍是鱼肉晶质下降的重

要因素之一。

3. 2  有关中性盐的影响

盐放度对酶的影响遵循盐对蛋白质影响的普遍规律，盐离子和洁性中心的基团结合，对肌

原纤维ATPase起激活作用。本实验中，Ca2+、Mg2+对罗非鱼的肮原纤维ATPase起激活作

用，在O.lMKCl存在下，Mg2+的激宿水平明显高于 Ca2+，这与加藤[1977J对鲤等的肌原纤维

ATPase激活行为的研究结果相似。在肌原纤维ATPase基本性质的研究中，以中性盐，特别

是 Ca2\Mg2+、K+等对其影响的研究最多。实际上，Mg2+-A TPase或Ca2+ -A TPase已成为

追踪鱼肉 蛋白质变性程度的指标。如藤[1979J的另一项研究表明 ，冷冻鱼朦的 Mg2+- A TPase 

或Ca2+ - A TPase的活性和鱼廉的凝股强度有一定的对应关系， 肌原纤维Ca2+ -A TPase 
( Mg2+ -A TPase)可作为判定冷冻鱼膜等级的指标。

3. 3 pH的作用

鱼类在正常的生理状态下，肌肉充氧，pH 在近中性(pH 7.2左右)，死亡后由于缺氧，糖元

分解产生乳酸而使pH 下降到5.4......6.4之间。而后随着自身酶解自溶和细菌作用，含氮物质分

解而使pH 回升。桥本[1984J的研究指出，pH 是影响肌肉中肌原纤维蛋白质稳定性的重要因

素，pH 在中性时，鱼肉蛋白质最为稳定，而在 偏酸或偏碱时，鱼肉的热变性和冷冻变性的速度

明显增大。从我们的实验结果，在pH 7的缓冲液中贮存，酶保持较高的活性，也证明了这一点。

综上所述，由于肌原纤维占鱼肉蛋白质的大部分，与鱼肉在贮藏、处理加工中物性变化关

系密切。因此，研究鱼类肌原纤维ATPase的性质，摸清其特性，对鱼肉贮藏加工过程中采取降

低温度、调整pH、添加或除去某种离子等措施，能有效地缓解鱼肉的热变性和冷冻变性，减轻

鱼肉蛋白质的不良变化，这对提高水产品质量有很大意义。
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